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目的： 体外培养大鼠血管生成素－1 (Angiopoeitin-1, Ang-1)基因修饰内
皮祖细胞(endothelial progenitor cell，EPC)，即(Ang-1-EPCs)。构建股动脉




（n=16），PNL-EPCs 移植组（n=16）及 Ang1-EPCs 移植组（n=16）。通过血管外
膜下直接注射移植基因修饰的 EPCs。2 周时处死部分动物取出股动脉组织并收集
外周血，流式细胞技术测定 CD34 阳性细胞比例，评价其骨髓动员的程度。ELISA
检测各组血清 Ang-1 的含量，HE 染色检测各组动脉内膜/中层比差别，PCNA 免疫
组化观察平滑肌细胞增殖效应，Real-Time PCR 定量分析股动脉组织中
Ang-1/Tie-2 的 mRNA 含量；4 周时取股动脉组织，荧光显微镜观察 EGFP（＋）
细胞，VIII 因子免疫荧光观察 Ang-1-EPCs 的分化情况。 
结果：1.大鼠股动脉球囊损伤模型建立：经球囊损伤后，扫描电镜观察有明
显内皮剥脱。在单纯球囊损伤组， 2 周石腊切片 HE 染色见明显的新生内膜增殖，
血管腔明显变狭窄。PCNA组化染色发现中膜和新生内膜有较多PCNA阳性细胞;2.
基因修饰 EPCs 移植对新生内膜的增生程度的影响：经 EPC 移植干预后，中膜和
新生内膜中 PCNA 阳性细胞比例减低，其中 Ang-1-EPCs 减低 明显，提示 Ang-1
修饰的 EPCs 移植干预有抑制大鼠球囊损伤血管后新生内膜增殖的效果;3.基因
修饰 EPCs 移植对损伤血管内皮修复的作用：Ang-1-EPCs 明显上调外周血中 CD34
阳性细胞比例（P<0.05）及 Ang-1 含量（P<0.05）；且 Ang-1-EPCs 移植组股动脉
组织中 Ang-1 的 mRNA 含量也明显上升：4 周时,VIII 因子免疫荧光提示 EPCs 可
分化成具有内皮细胞标志的细胞系。 
结论：Ang-1 基因修饰的 EPC 可以减缓球囊损伤的动脉血管的狭窄。 















Objective: Acquiring Angiopoient-1 (Ang1)gene-modified endothelial progenitor 
cells(EPCs) (Ang-1- EPCs) in vitro ,which were then transplanted in the animal 
model,for studying the effect of Ang-1 therapeutic efficiency and feasibility of 
Ang-1-epc transplantation in a rat artey balloon injury model. 
Method:The SD rats femoral artery balloon injury model was established by 
denuding the rat right femoral arteral endothelium. Observation of the scanning 
electron microscope 2-days post surgery confirm the validity of the model. Rats were 
randomly assigned to one of three experimental groups (control group, balloon-injury 
group, cell-transplanted group); Cell-transplanted group consists of EPCs 
group,PNL-EPCs group and Ang1-EPCs group,n=16,each group.Two weeks after 
Ang-1- EPCs were transplanted in the injury lumen, animals were executed for 
collecting the tissue and blood. We measured the proportion of CD34 positive cells by 
flow cytometry to evaluate the degree of bone marrow mobilization and detected the 
levels of serum Ang-1. HE staining and PCNA immunohistochemistry staining were 
used to assess the histological chang in injury lumen. Levels of 
angiopoietin(Ang)-1/Tie-2 were examined in the peritoneum by real-time quantitative 
polymerase chain reaction (PCR); Four weeks after transplantation, anti-VIII 
immunofluorescence staining was used to reflect the differentiation of donor 
Ang-1-EPCs.  
Result: 1. Construction of rat femoral artery balloon injury model: injury 
endothelium was observed by scanning electron microscope. At 2 weeks after balloon 
angioplasty HE showed that endothelia was completely depleted and lumen stenosis 
was significant. A large number of positive cells were observed, and PCNA 
expression in the neotenic intima and increased statistically in the injury group. These 
results reflect the main proliferation of cellular components is smooth muscle cells. 2. 
The effect of gene-modified EPCs transplantation on neointimal hyperplasia： 
Ang-1-EPCs transplantation exhibited an beneficial effect by significantly inhibiting 
neointimal hyperplasia after balloon injury,which was most apparent with reduction in 
the conventional measure for hyperplasia intimal area and the I/M ratio. Moreover, 
expression of PCNA, which mainly reflects proliferation of VSMC in hyperplasia 














on neointimal hyperplasia： Ang-1-EPCs significantly upregulate the proportion of 
CD34 positive cells (P <0.05) in peripheral blood and the level of Ang-1  (P <0.05)；
and Ang-1 mRNA level of femoral artery tissue in Ang-1 transplantation group also 
significantly increased； At 4 weeks VIII factor immunofluorescence indicated that 
EPCs can differentiate into cells with endothelial cell marker. 
Conclusions：Angiopoient-1 (Ang1)gene-modified endothelial progenitor cells 
could slow down the balloon injury arteral stenosis。 
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1.2.1 EPCs 基因治疗在血管损伤后修复中的作用 
VEGF 基因治疗促进缺血组织血管新生已取得较大的进展。不少体内外实验
证实了它与 EPC 细胞在治疗上有协同性。将 VEGF 基因转染 EPC，利用两者双重








为心肌细胞和内皮细胞也显著多于单纯单纯 EPCs 移植组。 近也有国内研究者
将 VEGF，Ang-1，aFGF 等基因修饰的 EPCs 应用于治疗性血管新生的研究。 Meng
[13]
等将腺病毒介导的 VEGF165 转染的 EPCs 进行移植可提高其移植存活率和增加静






EPCs 成功移植治疗颈动脉球囊损伤兔的实验基础上，将携带 eNOS 基因的 EPCs
再移植到该动物模型中，促进了损伤内膜的迅速重建，显著抑制了新生内膜的异
常增生并减少了血栓的发生，新生内膜（新生内膜/血管中膜）抑制率达 72.1%。













































EPCs 数量较外周血管注射组明显增多[两组分别为(3. 2±0. 55) 
cells/high-power field 和(0. 33±0. 17) cells/high-power field],而在脾





组分别为(0. 20±0. 03) /mm
2
和(0. 08±0. 01) /mm
2
,P<0. 05],冠脉组心脏内










































Framingham 危险因素积分成反向线性关系，高危者 EPCs 更易老化
[27]
。这些患者









多研究，并且，采用人为的方法，将基因与 EPC 治疗结合起来，也为提高 EPC 的
增殖、动员、融合等能力方面提供新的技术支持。 
1.4 本论文创新性和研究意义 
本研究主要内容是将采用慢病毒载体介导 Ang-1 基因修饰 EPCs 以获得高表















模型的大鼠中，而后利用荧光标记 CD34 流式细胞技术及 ELISA 方法检测移植干
预对外周血系统利于内皮修复指标（CD34 阳性细胞和 Ang-1）的影响，并通过
HE、PCNA 免疫组化等病理学方法观察其对内膜、中膜平滑肌细胞增殖的抑制，
免疫荧光染色观察 EPCs 局部注射迁移和分化情况，Real-Time PCR 定量分析股



























2、PCNA 一抗 (武汉博士德)  
3、山羊抗兔免疫组化染色试剂盒 ( 北京中杉金桥 ) 
4、Rabbit polyclonal to Von Willebrand Fact (Abcam) 
5、RbIgG/TRITC (Abcam) 
6、Antifade Solution (Applygen Technologies) 
7、Thunderbird SYBR Qpcr Mix         
8、ELISA Kit for Rat Angiopoietin-1 (Uscn) 
9、荧光标记小鼠单克隆抗体 CD34-FITC (Santa Cruz) 
10、动脉取血栓 2F 导管 (Edward) 
2.1.3 主要仪器 
1、全自动病理组织分析脱水仪 （Sakura 公司） 
2、组织包埋机                (Thermo 公司) 
3、石蜡切片机               （Thermo 公司，型号 HM315） 
4、组织摊片机               （德国 LEICA 公司，型号 HI1220） 
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6、光学显微镜              （Leica，型号 DM25） 
7、倒置显微镜              （上海，型号 37XB） 
8、荧光显微镜              （日本 Nikon） 
9、酶标仪                  （TECAN） 
10、荧光定量 PCR 仪         （美国 ABI）   
11、流式细胞仪             （BECKMAN COULTER） 
12、扫描电镜               （Jsm63901）  
2.2 实验方法 
2.2.1 EPCs 的采集、分离 





心机，2300rpm 20℃下离心 20 分钟。离心后液体分为四层，小心吸取白絮状细
胞层即单个核细胞曾，加入 4 倍体积的 PBS，1500rpm 5 分钟离心洗涤两次。 
 
2.2.2 EPCs 的体外培养、扩增 
离心后弃上清，加入 EGM-2-MV 内皮细胞培养基，将细胞充分吹打混匀后
计数，调整细胞密度，以 5×105 个/cm2 密度将细胞接种于塑料培养皿中，置 37
℃、5%CO2 培养箱孵育。4 天后首次换液，弃去未贴壁细胞继续培养，以后每
3 天换液 1 次，并于倒置显微镜下观察细胞贴壁及形态变化，待细胞达到 90%融
合时，以 0.25% 1ml 胰蛋白酶消化细胞，室温孵育 6-7 分钟，大部分细胞皱缩变
形后终止消化，轻轻吹打细胞，1000rpm 离心 10 分钟，待细胞沉淀用 EGM-2-MV
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